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論文内容要旨
目的
 ヒト正常肺および線維化肺(急性例,慢性例急性増悪)よりFNを可溶化抽出し,病的状態に
 おけるFNの質的又は量的変化の有無について生化学的に検討した。また,線維化のモデルとし
 て広く使われているブレオマイシン肺臓炎ラットにおいての肺FNの生化学的性質についても検
 討を加えた。
方法
 (11肺組織FNの抽出:正常肺,線維化肺とも剖検で得た。線維化肺は,急性例および慢性例
 急性増悪の二例をもちいた。肺組織を緩衝液A(蛋白分解酵素阻害剤を含むトリスバッファー)
 の中で磨砕,洗浄し,ついで4M尿素で組織FNを可溶化抽出した。抽出したFNの同定,定量
 は,オク夕日ニ一法,ELISAで行った。またSDS-PAGE及びWestemblottil〕gにて肺FN
 の分子量を観察した。
 (2〕アフィニティークロマトグラフィー:ゼラチンーセファローズカラム,ヘパリンーセファ
 ローズカラム,フィブリンーセファローズカラムを用いて肺FNのゼラチン,ヘパリン,フィブ
 リンヘの親和性を観察した。それぞれのカラムの溶出には,それぞれ緩衝液A及び緩衝液A/4
 M尿素,緩衝液A及び緩衝液A/lM尿素・1M食塩,緩衝液A及び緩衝液A/8M尿素を用い
 た。
 ③ブレオマイシン処置:SDラットを使用した。気管を露出し気管内にブレオマイシンを,
 体重100gあたり0.75mg注入した。コントロールとしては,生理食塩水を注入した。処置後,
 0,7,16,28,56日目に屠殺した。{4)ラット肺FNの抽出:ヒト肺FNの抽出と同様に
 行った。ただし磨砕,洗浄には,蛋白分解酵素阻害剤をより多量に含む緩衝液A'を使用した。
 ラット肺FNの定量,同定は,ELISA,オク夕日ニ一法で行い,SDS-PAGE及びWestem
 blottingで分子量を観察した。肺組織FNの収量は,4～5匹の肺を一括して抽出を行い,一
 匹当たりの平均として,肺湿重量1g当たり量で表した。(51アフィニティークロマトグラフィー:
 ブレオ処置後0,7,28日目の肺FNについてゼラチンーセファローズ及びヘパリンーセファ
 ・一ズァフィニティーク・マトグラフィーを行った。(6)組織標本:光学顕微鏡で肺の線維化
 を観察した。
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結果
 (1}ヒト肺FNの抽出:オク夕日ニ一法,ELISAの結果から,肺組織からFNが抽出された
 ことが確認された。オクタロニ一法では,正常肺FN,線維化肺FNともヒト血漿FNと同一の
 抗原性を有することが示された。FN収量は,肺組織湿重量当たり正常肺FNで,goμg/gに対
 し,線維化肺では,急性例211μg/g,慢性例115μg/gと急性例で増加していた。(2)sDs
 -PAGE及びWestemblottingの結果:ヒト正常肺FN,線維化肺FNともintactな型での存
 在は極めて僅かで,大部分は断片化されて存在していた。〔3)アフィニティークロマトグラフ
 ィーの結果:血漿FNはゼラチン,ヘパリン,フィブリンいずれにもほぼ100%の結合能を示し
 た。ヒト正常肺FNは,ゼラチンヘの結合能は低く,ヘパリン,フィブリンヘは大部分が結合し
 た。線維化肺FNでは,急性例,慢性例ともにゼラチンヘは,ほぼ50彩が結合した。ヘパリン,
 フィブリンに対しては,症例間で差がみられたが,正常肺に比し何れも結合能の低下がみられた。
 (4}ラット肺FNの抽出:ラット肺FNもラット血漿FNと同一の抗原性を有することが確認さ
 れた。FN収量は肺湿重量当たり,ブレ方処値後。日で47μg/g,7日で180μg/g,16日で
 160μg/g,28日で122μg/g,56日で51μg/gと,7日でピークとなり以後漸減し56日で
 正常に帰した。〔5}SDS-PAGE及びWestemblottingの結果:コントロール肺FNは,
 分子量450kdのiIltactな型での存在が多くみられたが,断片化もおこっていた。ブレオ処置群
 でも7日目,14日目ともにダイマー又はモノマーとしてのi就actな型での存在が認められたが,
 断片化もおこっていた。(6)アフィニティークロマトグラフィーの結果:ラット正常肺FNは
 ゼラチンに対して33%,ヘパリンに対して68%が結合した。ブレオ処置群では7日目はゼラチン
 に対し35%が,ヘパリンに対しては69%が結合し,28日目ではゼラチンに対し40%,ヘパリンに
 対し34%が結合した。
結語
 肺組織FNのゼラチン,ヘパリン,フィブリンヘの親和性の差は,断片化のみでは説明できず,
 病的状態でFNの質的変化が生じている可能性も否定できない。肺組織FNの収量から,FNは
 線維化の初期に重要な役割を果たしていることが予想された。
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 審査結果の要旨
 フィブロネクチン(FN)は,体液,結合織,基底膜などに存在する高分子量の糖蛋白である。
 その機能としては,細胞間結合に関与し,細胞の文化,増殖を促す他,コラーゲン,フィブリン,
 ヘパリンなど生体内高分子と結合し,adhesiveglycoproteinとして機能している。さらには,
 線維芽細胞のchemoattractantとして機能し,線維化に密接に関与している。肝の線維化とF
 Nの変動に関してはいくつかの報告がなされている。一方正常肺,線維化における組織FNの挙
 動について論じた報告は極めて少ない。著者は正常ヒト肺,線維化肺より組織FNを可溶化抽出
 し,その生化学的性状を調べ,線維化におけるFNの役割について検討している。さらには,ラッ
 トにブレオマイシン肺臓炎を作成し,ラット肺FNについても検討を加え,以下のような考察に
 至った。1)肺組織FNの断片化は,抽出過程での蛋白分解酵素の働きによって生じる可能性が
 ある。さらには,肺FNはすでに,組織の中で一部断片化が起こっている可能性もある。2)肺
 組織FNのゼラチン,ヘパリン,フィブリンヘの親和性の差は,断片化のみでは説明出来ない。
 病的状態で,FNの質的変化が生じている可能性がある。また,病的状態で,正常肺FNとは異
 なったsubunitsが合成され親和性の差となって表われる可能性もある。3)肺組織FNは線維
 化の初期に増加しており,この時期に,肺FNは,重要な役割を果たしていることが予想される。
 このように正常肺および線維化肺における肺組織FNを可溶化抽出しinvivoでの肺FNの質
 的,量的変化をとらえ考察している点で,新しい報告であり,学位論文に値するものと認める。
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